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N -Acetyl-D-Glucosamineを含む Mediurn 
による肝臓濯流について
片山 吉 穂
Histological Observations of Perfused Liver Tissues of Rabbit with the 
Medium Containing N-Acetyl-D-Glucosamine. 
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組織.臓器{産流法は InVIVO主mvltroとにおいてなさ
れた実験の成紛をむす，;;r!'閥的(備後し的)な実験事実
を得るための有力な研究手段の lつであ勺てへそれら
組織.臓器の機能>>..ぴ代謝変動などの険糸に広〈 手1)閉さ
れているn 信者ら"も肝臓からの01i質分泌機Ifての険家に
吋ってニの)ji.去を f，~:、lrJし，脂肪肝発生機術解明の手掛り
となる成績を得た"'整流法のこのような応用に匂っては守
それら組織，臓器か'.tslI的に充分な機能を発fiFするため
にも、例えばhypoXIi:lに陥らないよう充分な自主主~~Nì給な
どをする必繋がある例 この目的の為にむ井~fじされた自己
lfnil従の使用が一般に機奨されている"が，このn己血液
の使用にはおのずから限度があるロまた他方.例えば組
織.臓器の細胞分離ならびに分離された細胞のf丹美など
の幼合のように preparatlv巴 perfuslonとも云すべき前
処置的な手法て4餓器ilJi.荒r去を利用する場合もある，後i'iー
の場合にはその1='1的にあったiか流液として例えI;fコラ
ジェナーセ、及びヒアルロニターセ'などの僧家をitl流械に
t容解して用いる劫合がよくあり.亦血球などの含まない
mediumが)跡、られている事が多い 3・"ニのような条件
Fにおける権流ではそのH的をはたすと共にそれらの臓
器の組織及び細胞の降仰を出米る限り少な くするすIが袋
;J<きれる⑨すでに1ffi・Mι肝細胞の簡易な分離法を考案
して発ムーしているが，これら一連の実験成械の!付て;産
流液に N-acety!-D-glucosamlneめ少討を添加する事に
よって肝細胞の微細椛i立の保存に有効と与えられる成偵
を得ているのでニこに特tis-する
実験方法の概要
家屯(平， 1.本;fi2.6-35kg)寺fM¥'叩ー て'1r位に固定L.
!f<<動脈からぬ血しながら.1“l脈にカニューt-(径15mm l 
を持人し肝門の附jli'でカニューレを血符墜と共に結-$r7.
岡定してか旬、あらかじめ氷冷きれているド記の的液て
槌流をrmf16したIi荏i怠に際してはlO()cmH20の圧を1mえ
た)ifs流しながら肝臓を傷つけないよ 7に注立して別出
し.永4令されているンャーレに隠し1ft流を続けた.i荏i定
時聞は20-30分間で.ile流l夜の19_1支t:.2 -4"Cであ勺た
liR iA[;1置は3.8%'1エン般ソーダ的液200mtと等技性NaCl
溶液 (O，16M) 1 ， 000me の混合液に5OOm~/dl の ;';lJ に
N-acetyl-D-glucosaIl1l neを使用lttMにJ件解したむので
あるnit主流終 Ji量.直らに月!臓を Roblllson'日本液・とり 25
※ 
Robinson's solufion、叩sprepared b.v mixing of 
0.154 M. NaCI 232 m! 
0.154 M. KCI 8 ml 
0.154 M. MgSO， 2011 
0.110 M. CaCb 6 ntl 
pH叫 ueW<ts adjusled 10 7.4州h 0，1 N NaOH. 
M/15 phosphale buffer (pH 7.4) 12 m! 
n.4 ml of 5% gluCQse was addcd to each 
19.6 01 of lf官加fferedsali，淀 川 mediatlvbefore lISC. 
???
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ル1sutrose ， 1~i夜との:手hlitt 合j仇で経〈洗僚 L た後.肝臓
から数ヶの小組織片を切リ出し.上記混合;伎に知時間つ
けてから 1%オ;(， ~ウム般lØt (漆煤は考:般|生1)/厳緩衝
i位}で2-4"Cて4時間関定し常法によってアセト J
It{びエタ /ー ルて脱水後.メタクリレートで包I唱した後.
4虫採りj片 (60-1∞mμ)を作製して常法によってI伝子ぬ
微鈴鋭祭.写真撮影した G."，.ti子鎖i敢3止のi占Jt'I.i5.000
-10.収削音て・あうた‘(なお写えではさらに 2-31告に引
f申ばされている し
さらに.~IJに濯流直後の小組織片をウルノアÍfiあるい
は中性フォルマリン液で固定してから.常法によって組
織切片を作製し.ヘマトキシリンーエオシン染色ならび
にPAS染色がなされた 7削
実験成績及び考察
i桜読a去のへ?トキンリンーエオンン染色僚本における
組織{象て'I;tnr細胞の牧凝縮.品世解などの{象もみられず、
また原形質内にl;t微細な網，i/i:構造がはられ.ほ.'Iと常と
考えられる像てあったn また凝mEf量(乍によって肝の頬的
脈伽!ならびに中心.¥9脈などにも赤血球がほとλど認めら
れなかった，また PAS染色根本では赤色の微細制約状
のグリコー ゲンカ.tJ.められ.1ft流後もなお7リコーゲJ
町村が残っている状態である事が確認されたl なj;PAS 
~色に際しては時液試験を併用して隣質で治る・I~が他め
られている噴1意i庇後のII-t二組織の電子E貫徹銚{急か写真 1.
2. a. <1. 5及ぴ6に示されでも・る (:与(!内の線は l
μ を表わしている)0伐l;t卵阿形あるいはtf.円形でその外
f*';t比較的低倍率の{象でllilt干‘ぷ:1交の尚、、均一な膜のよ
うに見えるところもあるが. くわしく児るとやはり dou
hle layerのunitmembraneで慣われていて.所々にニtl
f物 'fミ
らUnttmビmbraneの切れた骸Jしが明除にd.められた.tf，_
ltには比較的電子密度のfti:ぃ微小判粒カ'1 ，'.1.五'J~ー に分布
している他に.志子宮・度のι小、小~(j悦が集会して瓜，1kl高
I査をぷL.その中心附j!Iにはこの小納付か本状につな
がった骸小体が認められた ーh細胞't!:r-jには大小隊々
の大きさ{短f.!O.4-09μ. h:後06-15，，)め円形ある
いは怜円形のミトコンドリアがー憾に散在しているn 内
部は比較的低乃至中等伎の屯子宮伎の微細頼粒でみたさ
れ司膨澗の所見はみられなかった クリステは比較的少
ないがミトコンドリアのところところに認められた。ま
たendoplasmlcretlculum 1;1¥[子芭:度の低い粍をとリま
く2伐の綴か句なる管略;附1主として認められ.そのうち
granular endoplasml<': reliculumには nbosome b;;2め
られた その他GOlglapparalus }{ぴミトコンドリアよ
けL小さ 〈しかも・'r!1子往，'1支の[おいしysosomeと考えりれ
る阿佐やグリコーゲン判粒なども散在していたg ニのよ
うに今酬の N-acetylーかglucosamine を含む~ ~I~性め
Medlumて'if流された肝組織の電子顕微鋭像では全般
的に細胞の各情成成分が比較的よ く保存されている'JIが
わか勺た噌
以上がう経験成績の概要であるが， 今恒lのil流jディア
ムへのN-aretyl-D-glucosamlneの添加によってnl~jll 胞
の微細防法が比較的よく保存されていた瓜繍l;t今後の
preparatlve perfusionの実際的な応用出て・何らかの効果
を卜げうるものと期待される。
一般に Hexosamlneは赤血球膿を情成する glyιopro
tem及ひsphlngoglycoJiPldの側部分の憐成成分であり.
と〈に血液担物質として今日必められている主l決定基か
その縞部分にあると云われている印刷ことからも.これ
らのGlycoprotelnあるいはglycolPld中に含まれる少
Photographs 
1. Pt!rfused Itver tlssue 01 rabblt， FIX1l1g' Phosphate buffcred osmlum tetroxlde. Stall1tng' Uranyl acetate and lead 
c!trate (10.(削 X)
2. Perfused Ilver tlssue of rabblt. FlXlng. Phosphate bu仔'eredosmillm tetroxide. Slrunlng: Uranyl acetate and Jead 
citr<l!巴(l5.000X)
3. Perfused hver li~均出 of r;lbbll. Fix1ng Phosphate buffered osmllll11 tetroXJde. StalJung Uranyl a正:ctaleand Icad 
cllrate (lO.DOOX) 
4. Perfused !iv('r lissue of rabblt Flxmg. Phosphate bl仔'eredosmium tetroxlde. Sta1l1ing . Uranyl acetale and lead 
cllrate (l5，OOOX) 
5. Perfused hver tlssue of rabblt. FIXll1g Phosphale bu仔eredosmlum telroxide. Stalnin且.Uranyl acelale and lead 
citrale (25.000X). 
6. Perfused liver llssue of rabbll. FlxlI1g Phosphate buffered osmlum telroxJde. Stall1lng Uranyl aceLale and lead 
cllrate (25.0α)Xl. 
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量の糖頬が生物活性に関して重要な役割を演じている事
を17、l来しているものであろう。さらに赤血球膜のみなら
( 3 ) 
ずその他の多くの細胞の生体膜 (原形質膜及び制胞内膜
#;を含めた)の織1><:成分として糖たんぱくやglycolipid
-ー4 - 食 ~ÞJ 学
が存在する事が報告され，膜t荷造や細胞表面の化学的及 び生物学的活性を考える上で極めて重要な成分である事
( 4 ) 
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が明らかにされて来ていると云う。11)すなわちラット肝 細胞原形質膜ではアスパラチルグリコンラ Eン型の精鎖
( 5 ) 
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として，<'ン Jー ス. グパコサミシからなる'iJ性*10封員と
γ アル般 7 コー ス.ガラ7トース及びグルコサミンか
らなるjP.IJ苦闘が?ンノーえとグルコサ Eンからなるf東部分
に結合した Q，-峨性情鎖にわけられると云い 111また治
I~ìd、胞体、組出小』包休. 終段ではこの順1干に中'1<1:.脳血の
割合がJ曽大し骸膜でli酸性精鋭はほとんど見出されて
いない事も報告されている内i1 .1 2 ，1 3/ この よ うに 朕憐i宣 J~
びその機能を考える上において hexosamine.ガラク
ト-:z.-，コー ス及ぴシアル同まなどとペプチドとから構
成された糖たんぱ〈の重姿性に注目する必要があるであ
;， -) "今回C!lN-acetyi-D-glucosamine添加〆ディ fム
による濯流実験の成総において何故このような効果が
あゥたかは現在のところわからない しかしすでに答者
らは N-acetyJ・D-glucosaml日巴がil核的にあるいは間接
的にラ"1 トの洗神話赤血球の変形を防止する効果のある君主
を報告しているJ←川二のょっな成績と今聞の成績どを
合せ考えると動物細胞の膜系の構造 維 持に
トi-acetyl← D-gIlJcosamineがその構成成分の lっとして
{可らかのはたらさをするのではないかと撤，WJされるの
要 約
家死刑臓の preparattve問rflSiOI1において Naωtyl-
D-glu印刷刊 01::を メ ディアムに含ませて {出血でi~1i流し .
これら組織を屯乎顕微鏡で検索したと ころ1干細胞の微細
構造の保存に有幼であった。
屯子顕微鋭得本作製及ぴ飯事長に際して{卸指弘 1卸従]l)J
賜わりま した大阪医科大学1I中太木学長ならびに同大学
微生物学教卒中件数授に採〈感謝主主します I
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Summary 
Th巴 efectsof N acetyl-D.glucosamine in a perfusale used by a prep，也rative perfuslO日 techntqueon the .perfuserJ 
hepatic celulare comporn巴otswere exami ned h，stologlca]ly. The r日hbitfivers were perfused wilh the medium 
(mixture 01 isoton;c saline solutron and 3，8% 5吋iumcitrale solullOnJ CQnlaining N-acetyl-D-glucosamine for 20 to 30 
rninutes at 2 to 1'C. and these perfused liv巴rlissues were d巴termined巴lectron-microscopically_
After perfusion， 11() erylhrocyte was found in the hepatic sinusoids or central veins of acini The histologlcal findlngs 
of ceU structures of the perfused li vers such asηucl巴US，mi I ochondna and巴nuoplasrlCreliculums were alrnost rhe 
slmtlar to I hose of Uw normal rabhll. Frorn! h巴5日observalions，it was suggesled thal supplementation of the N-
acetyl-D・glucosaminemlo the perflsate would be useful for the protectlon frorn the damages of the cel structure 
?? ??
